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Die folgenden Angabon ttnd den vom An ma Id er elngereichten Unteriagen errtnommen 

(5) Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer Me&probe sowie MeBtreger hierfur 

© Es wird ein Verfahren zum Nachweis von Analyten in 
einer MeGprobe vorgaschlagen, bei dem euf einem schei- 
benformigen Substret (3) euf einer seiner Flechselten 
analytspeziflsche Binder (15) in einer Vielzahl von Nach- 
weisfeldem (5,7) immobilislert warden, sodann die Me&- 
probe in Kontakt mit den Nachweisfeldern (5, 7) gebracht 
wird und anschlieftend das Vorhsndensein oder/und die 
Manga der nachzuweisenden Analyten (17) durch opti- 
sche Auswertung der Nachweisfelder (5, 7) ermittalt wird. 
ErfindungsgemaK wird ein aus einem optisch trensparen- 
ten Material gefertigtes Substret (3) verwendat, wobei die 
Nachweisfelder (5, 7) langs mindestens einer Spirallinie 
(27) verteilt auf dem Substret (3) angeordnet warden. 
Nach Inkontaktbringung der Me&probe mit den Nach- 
weisfeldern (5, 7) wird das Substret (3) auf seiner die 
Nachweisfelder (5, 7) tr eg en den Flachseite flachig mit ei- 
ner Reflexionsschicht (21) versehen. Alternativ ist statt 

' der optischen Auslesung auch elne magnetische Ausle- 

f sung des Substrata denkbar. 
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Beschreibung 

Die Erfindimg befaBt sich tnit dem Nach weis von Analy- 
ten in einer MeBprobe. Als Analyten kommen beispiels- 
weise Proteine, Peptide, Nukleinsauren und deren Derivate 
sowie MolekUle, die an diesen binden konnen, in Frage. 

Als MeBprobe kommt jede Probe in Frage, von der ver- 
miitet wind, dafl sie mindestens einen Teil der gesuchten 
Analyten enth&lt Es kann sich dabei 2.B. urn eine Blut- 
probe, eine Serumprobe oder/und eine Urinprobe handeln, 
oder allgemein urn jede Losung, die den gesuchten Analyten 
enthaiL 

Zura Nachweis von Analyten in einer MeBprobe ist der 
Einsatz sogenannter Bindungsassays bekannt. Bet solchen 
Bindungsassays werden irn allgemeinen Analyten dutch 
ihre spezifische Wechselwirkung mit Rezeptoren nacbge- 
wiesen. Beispiele fUr solche Wechselwirkungen sind Pro- 
tein/Protein-Wechselwirkungen, die beispielsweise wSh- 
rend der Genexpression auftreten, Enzym/Substrat- oder 
Erizyin/Effelctor- Wechselwirkungen, die im Stoffwechsel 
auftreten, oder Protein/DNA- oder Protein/RN A- Wechsel- 
wirkungen wahrcnd der Genexpression. Bin systematisches 
Verstandnis dieser molekularen Wechselwirkungen ist eine 
Grundvoranssetzung fur das Verstandnis aller biologischen 
Vbrgfinge sowohl in normalen als aucb in erkrankten Zellen. 

Weiterhin konnen mit Bindungsassays auch Nukleinsau- 
ren nacbgewiesen werden. DNA/DNA- Wechselwirkungen 
spielen eine Hauptrolle in der Molekularbiologie, insbeson- 
dere bei der Identifizierung von Genen und bei Strategien 
zur Kartierung von DNA, beim Nachweis und der Quantifi- 
zierung der Genexpression sowie bei der molekularen Dia- 
gnose oder Therapie von Erkrankungen. In Frage kommen 
selbstverstandlich auch DNA/RNA- und RNA/RNA- Wech- 
selwirkungen. 

Aufgrund der groBen Anzahl von Genen, Pkoteinen, che- 
raischen Eftektoren oder RNA-Aptameren erforderlein \fer- 
stehen oder Eingreifen in biochemische Prozesse haufig die 
Erkennung, Quantifizierung oder Klassiflzierung einer Viel- 
zahl von molekularen Wechselwirkungen oder die Identifi- 
zierung von wirksamen Wechselwirkungspartnem aus einer 
groBen Anzahl von mdglichen Kombinationen. Das Scree- 
ning und Analysieren einer groBen Anzahl von molekularen 
Wechselwirkungen ist bei den im Stand der Technik bekann- 
ten Verfahren jedoch haufig begrenzt. 

MeBproben sollen oftmals auf eine Vielzahl von Analyten 
bin untersucht werden. Dabei ergibt sich das Problem, dafi 
bei der Auswertung groBe Datenmengen anf alien. Urn in der 
Praxis erfolgreich zu bestehen, muB die Auswertung jedoch 
in vertretbarer Zeit mdglich sein. Bekannte Analysesysteme 
haben sich hier als nur bedingt zufriedenstellend erwiesen. 

Aus einem Artikel "Metal Nano Clusters as Transducers 
for Bioaffinity Interactions" von Thomas Schalkhammer in 
Monatshefte fur Cbemie 000,1-26, Springer-Verlag 1998, 
Seiten 1-26, ist ein Sensoraufbau ftlr biorekognitive Bin- 
dungsvorgange und katalytisch-enzymatiscbe Prozesse be- 
kannt, bei dem auf einem Polycarbonat-Substrat eine Spie- 
gelschicht aus Silber und dariiber eine Abstandsschicht aus 
einem Polymermaterial angeordnet sind. Die Abstands- 
schicht dient ihrerseits als Trager fUr die darauf imraobili- 
sierten Binder, Die Auswertung erfolgt mit Hilfe von Me- 
tall-Gustern, mit denen die nachzuweisenden Analyten 
markiert werden und die in elektromagnetische Wechselwir- 
kung mit der metallischen Spiegelschicht treten. In Sensor- 
bereichen starker tiberdeckung mitgebundenen Metall-Clu- 
stern wird Licht, das von der dem Polycarbonat-Substrat ab- 
gewandten Seite der Spiegelschicht her eingestrahlt wird, 
starker absorbiert als in tibcrdeckungsfreien oder schwficber 
Qberdeckten Sensorbereichen, was die optische Auslesung 



des Sensors Qber Absorptionsmessungen ermoglicht. 

Fur die Funktion dieses bekannten Sensors ist die Dickie 
der Abstandsschicht ein entscheidender Parameter. Diese 
muB in einem vorgegebenen Bereich gewfchlt werden, der 

s von der WeUenlfinge des bei der sp&teren Auswertung einge- 
strahlten Lichts abhangt, Es muB insbesondere sichergestellt 
sein, daB die Abstandsschicht auf ihrer gesamten Ausdeh- 
nung eine gleichm&Bige Dicke besitzt Hierfur ist ein hoher 
herstellungstechnischer Aufwand zu betreiben. 

to In dem angesprochenen Artikel werden ftir die opdsche 
Auswertung dieses Sensors schon Lesegera'te vorgeschla- 
gen, die es erlauben, auch grOBere Datenmengen zu bewalti- 
gen, unter anderem CD-ROM-LesegerSte. 
Aufgabe der Erfindung ist es, einen Weg aufzuzeigen, wie 

IS mit geringem Aufwand, nicht nur was die datentechmsche 
Auswertung anbelangt, sondern auch was die Bereitstellung 
des Sensors anbelangt, eine MeBprobe auf eine grofie Ffllle 
von Analyten bin untersucht werden kann. 
Bei der Losung dieser Aufgabe geht die Erfindung nach 

20 einem ersten Aspekt von einem Verfahren zum Nachweis 
von Analyten in einer MeBprobe aus, bei dem auf einem 
scheibenfbrmigen Substrat auf einer seiner Flachseiten ana- 
rytspezifische Binder in einer Vielzahl von Nachweisfeldem 
immobilisiert werden, sodann die MeBprobe in Kontakt mit 

25 den Nachweisfeldem gebracbt wird und anschlieBend das 
Vbrhandenscin oder/und die Menge der nachzuweisenden 
Analyten durch optische Auswertung der Nachweisfelder 
ermittelt wird. 

ErfindungsgemaB ist hierbei vorgesehen, daB ein aus ei- 
30 nem optisch trans parenten Material gcfcrtigtes Substrat ver- 
wendet wird, daB die Nachweisfelder langs mindestens einer 
Spirallinie oder/und einer Vielzahl konzentrischer Kreisli- 
nien verteilt auf dem Substrat angeordnet werden und daB 
nach Inkontaktbringung der MeBprobe mit den Nachweis- 
IS feldern ein optischer Reflektor der die Nachweisfelder tra- 
genden Flachseite des Substrats benachbart angeordnet 
wird 

Bei der Erfindung konnen die Nachweisfelder direkt auf 
dem Substrat ausgebildet werden. Hierbei kann es sich emp- 

40 fehlen, die Substratoberflache zunachst chemisch vorzube- 
handeln oder durch Vorbehandlung mit einem Sauers toff- 
plasma eine Oberflachenmodifizierung zu bewirken. Diese 
Modifikation kann das Aufbringen der Binder zur Ausbil- 
dung der analytspezifischen Nachweisfelder erleichtem. 

45 Unterhalb der Binder ist bei der Erfindung demnach kcine 
Abstandsschicht mit einer prazise einzuhaltenden Dicke auf 
das Substrat aufzubringen, wie dies bei dem von Schalk- 
hammer bekannten Sensor zwingend erforderlich ist. Inso- 
fern ergibt sich ein reduzierter fertigungstechnischer Auf- 

50 wand 

Der Reflektor wird fur die optische Auswertung des As- 
says benotigt Er kann von einer Reilexionsschicht gebildet 
werden, die nach AbschluB der molekulaibiologischen Ver- 
fahrensschritte auf das Substrat tiber den Nachweisfeldem 

55 aufgebracht wird. Aufgrund ihres guten Reflexionsvermo- 
gens empfehlen sich metallise he Werkstoffe. Grundsa' tzlich 
sind auch andere Materialien denkbar, etwa Dielektrika. Be- 
vorzugt wird die Reflexionsschicht aus Aluminium gebildet. 
Denkbar ist aucb Silber als Material ftlr die Reflexions- 

60 schichL Die Reflexionsschicht kann durch chemisches Auf- 
dampfen ausgebildet werden. Mdglich ist aber auch, eine 
vorgefertigte reflektierende Folie auf das Substrat aufzukle- 
beo. 

Altemativ ist es denkbar, daB der Reflektor im Abstand 
65 von dem Substrat angeordnet wird, er also nicht direkt auf 
das Substrat aufgebracht wird. Beispielsweise kann der Re- 
flektor von einer Spiegelplatte gebildet sein, die in einem 
Auswertegerfit angebracht ist, welches zur Auswertung des 



